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Abstract of EP01 87286 

The vaccine is produced by adding to an antigen solution an oil, a sorbitan oleate, a compound of the 
formula I with a molecular weight of 4000 to 5500, where a and c are statistically equal, and b is a number 
such that the ratio of the oxyethylene content to the oxypropylene content is 7:3 to 9:1 by weight, where 
appropriate a polyoxyethylene sorbitan monooleate, where appropriate glycerol and where appropriate a 
mineral adjuvant, saponin and/or a plant extract known to be adjuvant. 
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© 6ladjuvierte Vaccine und Verfahren zu ihrer Herstellung. 

© Es wird ein Verfahren zur Adjuvierung einer Vaccine 
beschrieben, in welchem einer Antigenldsung ein Ol. ein 
Sorbitan-oleat, eine Verbtndung der Formei I 

HO(CH a O)JCHCH,0) b <CH,CHjO) c H 1 
I 

CH 3 

mit einem Molekulargewicht von 4000 bis 5500, wobei a und 
c statislisch gleich sind und b eine solche Zahl bedeutet, dafi 
das Gewichtsverhaltnis des Oxyethylenanteils zu dem Oxy- 
propylenanteil 7:3 bis 9:1 ist, gegebenenfalls ein Polyoxy- 
ethylen-sorbitan-monooleat, gegebenenfalls Glycerin und 
gegebenenfalls ein mineralisches Adjuvans, Saponin und 
Oder ein els adjuvierend bekannter Pflanzenextrakt zugesetzt 
wird, sowie eine auf diese Weise adjuvierte Vaccine. 
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Oladjuvierte Vaccine und Verfahren zu ihrer Herstellung 



Die Erfindung betrifft eine Oladjuvierte Vaccine sowie 
ein Verfahren zu ihrer Herstellung. 

Viele Antigene sind so wenig immunogen, dafl sie bei einer 
einmaligen Injektion in ein Tier keine meflbare oder nur 
eine geringe Immunantwort auslCsen, so dafl sie nicht ohne 
weiteres als Impfstoff verwendet werden kCnnen. Die 
antigene Wirksamkeit kann verstarkt werden, indem diese 
Antigene mit einem Immunstimulator oder Adjuvans zusammen 
angewendet werden. Die meisten inaktivierten Virus-und 
Bakterienvaccinen enthalten aus diesem Grund Adjuvantien. 

Es ist bekannt, wSssrige AntigenlCsungen durch Emulgieren 
mit Mineral- oder PflanzenOlen 2U adjuvieren. 

Solche Emulsionen, besonders MineralClemulsionen, werden 
jedoch lokal schlecht vertragen. Deshalb werden solche 
Emulsionen oft intrarauskulSr angewandt, urn eine bessere 
VertrMglichkeit vorzutSuschen. Da sich jedoch an der 
Injektionsstelle ein steriler AbszeB entwickelt, wird 
dieses Vorgehen aus f leischbeschaurechtlichen GrUnden 
bei Nutztieren zunehmend abgelehnt. Weiterhin sind 
tJlemulsionsvaccinen verhSltnismSBig viskos, wodurch der 
Umgang mit ihnen erschwert ist. Der Olgehalt solcher 
Vaccinen liegt tiblicherweise zwischen 30 und 50 %. Eine 
Verringerung des Olgehaltes ist nicht mOglich, da die 
Vaccinen dann pastenartig wtirden und nicht mehr injiziert 
werden kOnnen. Weiterhin benOtigt man fiir jedes 01 einen 
fur dieses 01 geeigneten spezifischen Emulgator. 
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Es wurde nun ttberraschenderweise gefunden, daB eine 
Kombination eines 01s mit bestimmten Emulgatoren zur 
Adjuvierung von Vaccinen geeignet ist, wobei die gerade 
beschriebenen Nachteile nicht beobachtet werden. 

Gegenstand der Erfindung ist daher eine Vaccine enthal- 
tend eine wassrige AntigenlOsung und eine Ad juvans-Emul- 
sion gekennzeichnet durch einen Gehalt an einem 01. einem 
Sorbitan-Oleat, einer Verbindung der Pormel I 

HO (CH 2 0) a <CHCH 2 0) b (CHjCHjO) C H 
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mit einem Molekulargewicht von 4000 bis 5500, wobei a und 
c statistisch gleich sind und b eine solche Zahl bedeu- 
tet, daB das GewichtsverhSltnis des Oxyethylenanteils zu 
dem oxypropylenanteil 7:3 bis 9:1 ist, gegebenenfalls 
einem Polyoxyethylen-sorbitan-monooleat und gegebenen- 
falls Glycerin. 

Das 01 kann ein Mineral- oder ein Pflanzenfil sein. Die 
adjuvierenden Bestandteile werden vorteilhaf terweise vor 
der Zugabe zu der wassrigen Antigenlosung miteinander 
vermischt und mit einer wassrigen Phase emulgiert, bevor 
sie der AntigenlCsung zugesetzt werden. 

Das Sorbitan-Oleat ist ein Mono- oder Trioleat, vorzugs- 
weise ein Monooleat. 

Bevorzugt enthalt eine solche Vaccine eine Adjuvans-Emul- 
sion, die 5-20 ml, vorzugsweise 8-12 ml, eines 01s, 
vorzugsweise Mineralcl, 0,5-10 ml, vorzugsweise 1-5 ml, 
Sorbitan-Oleat und 0,5-10 g, vorzugsweise 1-4 g, einer 
Verbindung der Formel I auf 100 ml enthalt. 
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Gegebenenfalls enthSlt diese weiterhin 0,5-10 g, vorzugs- 
weise 0,5-4 g, eines Polyoxyethylen-sobitan-monooleats 
und gegebenenfalls 0,5-10, vorzugsweise 0,5-3 ml, Glyce- 
rin auf 100 ml. 

Das VolumenverhSltnis von wSssriger AntigenlCsung zu 
Adjuvans-Emulsion kann 0,5 bis 2, vorzugsweise 0,8 bis 
1,2 betragen. 

Als Mineralfil werden Bayol* F oder Marcol* 52 bevorzugt. 
Es kCnnen aber auch Paraf find (rein weifl Merck) , Drakeol* 
oder Miglyol* verwendet werden. 

Das Antigen kann vor allera ein Virus-, Bakterien-, Zell- 
oder Proteinantigen sein. 

Als weitere immunstimulatorische Substanzen kCnnen 
iibliche Adjuvantien wie Saponin und weiterhin Pflanzenex- 
trakte, Aluminiumhydroxid, Aluminiumphosphat, Kaolin, 
Bentonit, Kieselgur oder KieselsSuren zugesetzt werden. 

Die erfindungsgemSBe Adjuvierung bewirkt eine hiihere 
Immunstimulation verglichen mit den Verfahren des Standes 
der Technik. 

Die dazu n6tige Menge an Adjuvans ist geringer als bei 
bekannten Verfahren. Es werden vorzugsweise solche Mengen 
verwendet, daB in der Vaccine bis zu 15 ml Adjuvans in 
100 ml fertiger Vaccine enthalten sind. Es kCnnen aber 
auch grEBere Mengen an Adjuvans zugegeben werden. 

In der Regel geniigt einfaches Schtttteln einer wSssrigen 
AntigenlCsung mit einem erf indungsgemSBen Adjuvansge- 
misch, um eine stabile Emulsion zu erhalten. 
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Die Vaccinen kcnnen ubliche Hilfe- oder Zusatzstof fe 
enthalten. 

Die folgenden Beispiel sollen die Erfindung eriautern. 
Beispiel 1 

Herstellung einer adjuvierten Vaccine 



0,5 ml Paraffincl; Siedebereich 190-240°C (Bayol F) , 
0,1 ml Sorbitan-trioleatj MW etwa 1050, 
0,1 ml polyoxyethylen-sorbitan-trioleat, MW etwa 1300, 
0,2 ml einer Losung von 40 g der Verbindung der Formel I, 
MW 4750, Gewichtsverhaltnis Oxyethylen/Oxypropy- 
len-Anteil 8:2, in 100 ml Wasser und 
0,4 ml Glycerin wurden gemischt und zu der entstandenen 
Emulsion 5 ml Antigen (Virus diarrhoe /Mucosal disease- 
Antigen) in Wasser und 3,7 ml phosphatgepuf ferte Koch- 
salziesung (PBS) langsam gegeben und vermischt. 

Die entstandene Wasser in 01-Emulsion blieb nach der 
Mischung stabil. 

Wenn anstelle von Bayol*F Drakeol*, Marcol*52, Paraffin- 
cl (rein weiB Merck) oder Miglyol* verwendet wurde, ent- 
standen ebenfalls stabile Emulsionen. 



Wirksamkeit und Vertraalichkeit 

Die Vaccine (je 3 ml) wurde Kaninchen subkutan verab- 
reicht. Als Vergleich diente eine Vaccine, die 5 ml 
Antigeniesung und 5 ml Complete Freund's Adjuvans (FCA) 
enthielt. 



WShrend diese 3 Wochen nach der Applikation an 
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Injektionsstelle etwa 30 Millimeter grofle VerhSrtungen 
zeigte, waren die Verhfirtungen bei der erf lndungsgemSB 
mit Bayol F adjuvierten Vaccine lediglich erbsengroB. 

Im Neutralisationstest wurden die Antikflrper gegen VD/MD 
Virus bestimmt. Der Titer der Seren von Kaninchen, die 
mit FCA enthaltender VD/MD-Vaccine geimpft worden waren, 
war 1:14a; erf indungsgemSB mit Bayol F 1:500. 



Beispiel 2 

In Beispiel 1 wurde anstelle von VD/MD-Antigen MKS-Anti- 
gen verwendet. Die Vaccine (je 0,4 ml) wurde MSusen 
appliziert. 3 Wochen danach wurden die Tiere mit MKS- 
Virus belastet. Dabei wies die Vaccine eine 50 %-schttt- 
zende Dosis (FD,- 0 ) von 4,3 auf. 

Vergleich: FCA-haltige MKS-Vaccine 0,2 PD 5Q . 



Beispiel 3 

Vaccine A 0,5 ml Paraffinfil Marcol*52 

0,1 ml Sorbitan-trioleat, MW ca. 1050, 
0,1 ml Polyoxyethylen-sorbitan-trioleat, 

MW etwa 1300, 
0,2 ml einer LCsung von 40 g der Verbindung 
der Formel I, MW 4750, Gewichtsver- 
hSltnis Oxyethylen/Oxypropyleh-Anteil 
8:2, in 100 ml Wasser, 
0,4 ml Glycerin und 
0,5 ml Saponin, 1 %ig in Wasser, 
wurden gemischt. Danach wurden 5,0 MKS-Antigen und 3,2 ml 
PBS zugemischt. 



Vaccine B 5,0 ml FCA und 

5,0 ml MKS-Antigen. 
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Vaccine C Wie Vaccine A aber ohne Saponin, 

Mit diesen 3 Vaccinen wurden Mttuse immunisiert und 3 
Wochen nach Iinpfung toit infektiCsem MKS-Virus belastet. 
Die Resultate waren wie folgt: 

Vaccine A 3,7 PD 5Q /0,4 ml 

Vaccine B 0,2 PD 5() /0,4 ml 

Vaccine C 0,8 PD 5Q /0,4 ml. 

Dieses Beispiel zeigt, daB durch Zugabe von Saponin die 
immunstimulatorische Wirkung der Olvaccinen noch erheb- 
lich gesteigert werden kann. 



Beispiel 4 

0,5 ml Paraf finfil; Siedebereich 190-240 °C, 

0,1 ral Sorbitan-trioleat? MW etwa 1050, 

0,1 ml Polyoxyethylen-sorbitan-trioleat, MW etwa 1300, 

0,2 ml einer LCsung von 40 g der Verbindung der Fonnel 
I, MW 4750, GewichtsverhSltnis Oxyethylen/Oxy- 
propylen-Anteil 8:2, in 100 ml Wasser, 

0,4 ml Glycerin und 

8,7 ml PBS 

wurden zu einer Emulsion gemischt und MSusen je 0,2 ml • 
s.c. appliziert. 3 Tage spflter wurden diese M&use sowie 
unbehandelte MSuse mit einer tCdlichen Dosis MKS-Virus 
Oder V. cholerae belastet. WShrend alle unbehandelten 
Tiere starben, fiber lebten von denen, welche die Blemul- 
sion erhalten batten, bei der Gabe von 



V, cholerae 
MKS-Virus 



50 % und von 
60 %. 
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Dies zeigt, daB mit diesen PrSparationen eine Immun- 



von AntikCrpern beruht, die sich aber in einer erhChten 
Resistenz gegenttber tfidlichen Virus- und Bakterienin- 
fektionen manifestiert (ParaimmunitSt) . 

Beispiej 5 

Herstellung einer adjuvierten Vaccine 

0,5 ml Paraffincl; Siedebereich 190-240°C (Bayol*F) , 
0,1 ml Sorbitan-monooleat; MW etwa 1050, 
0,1 ml Polyoxyethylen-sorbitan-monooleat, MW etwa 1300, 
0,2 ml einer LCsung von 40 g der Verbindung der Forme! I, 

MW 47 50, GewichtsverhSltnis Oxyethylen/Oxypropy- 

len-Anteil 8:2, in 100 ml Wasser 
wurden gemischt und zu der entstandenen Emulsion 5 ml 
Antigen (Virus diarrhoe/Mucosal disease-Antigen) in 
Wasser und 4,1 ml phosphatgepuf ferte KochsalzlCsung (PBS) 
zugegeben und vermischt. 

Die entstandene Wasser in {Jl-Emulsion blieb nach Zentri- 
fugation stabil. 

Wenn anstelle von Bayol*F, Drakeol*, Marcol^ 52, Paraffin- 
cl (rein weiB Merck) oder Miglyol* verwendet wurde, ent- 
standen ebenfalls stabile Emulsionen. 

Wirksamkeit und Vertraglichkeit 

Die Vaccine (je 3 ml) wurde Kaninchen subkutan verab- 
reicht, Als Vergleich diente eine Vaccine, die 5 ml 
Antigenl8sung und 5 ml Complete Freund's Adjuvans (FCA) 
enthielt. 



stimulation erreicht wird, die nicht auf 



einer Bildung 
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Wfihrend diese 3 Wochen nach der Applikation an der 
Injektionsstelle etwa 30 Millimeter grofie Verhartungen 
zeigte, waren die Verhartungen bei der erf indungsgemaB 
mit Bayol*F adjuvierten Vaccine lediglich erbsengroB. 

Im Neutralisationstest wurden die Antikorper gegen VD/MD 
Virus bestiramt. Der Titer der Seren von Kaninchen, die 
mit FCA enthaltender VD/MD-Vaccine geimpft worden waren, 
war 1:140; erf indungsgemaB mit Bayol R F 1:500. 



Beispiel 6 

In Beispiel 5 wurde anstelle von VD/MD-Antigen MKS-Anti- 
gen verwendet. Die Vaccine (je 0,4 ml) wurde MBusen 
appliziert. 3 Wochen danach wurden. die Tiere mit MKS- 
Virus belastet. Dabei wies die Vaccine eine 50 %-schttt- 
zende Dosis (PD 5Q ) von 4,3 auf. 

Vergleich: FCA-haltige MKS-Vaccine 0,2 PD 5Q . 



Beispiel 7 



Vaccine A 0,5 ml Paraffincl Marcol*52 

0,1 ml sorbitan-monooleat , MW ca. 1050, 
0,1 ml Polyoxyethylen-sorbitan-monooleat, 

MW etwa 1300, 
0,2 ml einer Lcsung von 40 g der Verbindung 
der Formel I, MW 4750, Gewichtsver- 
haitnis Oxyethylen/Oxypropylen-Anteil 
8:2, in 100 ml Wasser und 
0,5 ml Saponin, 1 %ig in Wasser, 
wurden gemischt. Danach wurden 5,0 ml MKS-Antigen und 3,6 
ml PBS zugemischt. 



Vaccine B 5,0 ml FCA und 

5,0 ml MKS-Antigen. 
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Vaccine C Wie Vaccine A aber ohne Saponin, 



Mit diesen 3 Vaccinen wurden Mfiuse iramunisiert und 3 
Wochen nach Impfung mit infektiCsem MKS-Virus belastet. 
Die Resultate waren wie folgt: 



Dieses Beispiel zeigt, daB durch Zugabe von Saponin die 
immunstimulatorische Wirkung der Olvaccinen noch erheb- 
lich gesteigert werden kann. 

Beispiel 8 

0,5 ml ParaffinCl; Siedebereich 190-240°C, 

0,1 ml Sorbitan-monooleat; MW etwa 1050, 

0,1 ml Polyoxyethy len-sorbitan-monooleat , . MW etwa 1300, 

0,2 ml einer LOsung von 40 g der Verbindung der Formel 
I, MW 4750, GewichtsverhSltnis Oxyethylen/Oxy- 
propylen-Anteil 8:2, in 100 ml Wasser und 

9,1 ml PBS 

wurden zu einer Emulsion gemischt und MSusen je 0,2 ml 
s.c. appliziert. 3 Tage spSter wurden diese MSuse sowie 
unbehandelte MSuse mit einer t6dlichen Dosis MKS-Virus 
oder V, cholerae belastet. WShrend alle unbehandelten 
Tiere starben, tiberlebten von denen, welche die Olemul- 
sion erhalten hatten, bei der Gabe von 

V. cholerae 50 % und von 

MKS-Virus 60 %. 



Vaccine A 



Vaccine B 



Vaccine C 



3,7 PD 5Q /0,4 ml 
0,2 PD 5Q /0,4 ml 
0,8 PD^/0,4 ml. 
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Dies zeigt, dafl auch mit diesen PrSparationen eine 
Immunstiinulation erreicht wird, die nicht auf einer 
Bildung von Antiktfrpern beruht, die sich aber in einer 
erhChten Resistenz gegenttber tCdlich'en Virus- und Bakte- 
rieninfektionen manifestiert (Paraimmunity) . 



" 11 " 0187286 



Beispiel 9 



Vaccine A 0,5 ml ParaffinCl Marcol*52 

0,025 ml Sorbitan-monooleatj MW etwa 1050 
0,025 ml Polyoxyethylen-sorbitan-mdnooleat, 

MW etwa 1300 
0,5 ml einer LSsung von 40 g der Verbindung 
, der Forme 1 I, MW 4750, Gewichtsver- 
hS 1 tn i s Oxy e thy len / Oxypropy len-An te i JL 
8:2, in 100 ml Wasser 
wurden gemischt, danach wurden 5,0 ml MKS-Antigen und 
3,95 ml PBS zugemischt. 



Vaccine B 0,5 ml Paraffin**! Marcol* 52 

0,025 ml Sorbitan-monooleat; MW etya 1050 
0,025 ml Polyoxyethylen-sorbitan^monooleat, 

MW etwa 1300 
0,5 ml einer LBsung von 40 g der Verbindung 
der Formel I, MW 4750, Gewichtsver- 
hSltnis Oxyethylen/Oxypropylen-Anteil 
8:2, in 100 ml Wasser 
0,4 ml eine Suspension von 20 g Kieselgur 
(Filtercel 11 ) in 100 ml 0,1 mol 
Phosphatpuf fer pH 7,3 
wurden gemischt, danach wurden 5,0 ml MKS-Antigen und 
3,2 ml PBS zugemiseht. 

Mit diesen beiden Vaccinen wurden MSuse iramunisiert und 3 
Wochen nach Impfun^ mit infektiOsem MKS-Virus belastet. 
Die Resultate waren wie folgt: 

Vaccine A 3,2 PD 5Q /0,4 ml 

Vaccine B 6,8 PD 5Q /0,4 ml 

Dieses Beispiel zeigt, daB durch Zugabe von Kieselgur die 
immunstimulatorische Wirkung der Olvaccine noch gestei- 
gert werden kann. 
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Patentansprttche i 

1. Vaccine enthaltend eine wMssrige AntigenltJsung und 
eine Adjtivans-Emulsion gekennzeichnet durch einen 
Gehalt an einem 81, einem Sorbitan-oleat, einer 
Verbindung der Forme 1 I 

HO (CH 2 0) a (CHCH 2 0) fa (CH^HjO) C H I 

c!h 3 

mit einem Molekulargewicht von 4000 bis 5500 , wobei a 
und c Btatistisch gleich sind und b eine solche Zahl 
bedeutet, daB das GewichtsverhSltnis des Oxyethylen- 
anteils zu dem Oxypropylenanteil 7:3 bis 9:1 ist, 
gegebenenf alls einem Polyoxyethylen-sorbitan-monoole- 
at, gegebenenf alls Glycerin und gegebenenf alls weitere 
Adjttvantien. 

2. Vaccine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie eine Ad juvans -Emulsion enthfilt, die 5-20 ml, 
vorzygsweise 8-12 ml, eines tJls, vorzugsweise Mineral- 
61, 0,5-10 ml, vorzugsweise 1-5 ml, Sorbitan-oleat und 
0,5-10 g, vorzugsweise 1-4 g, einer Verbindung der 
Formel I auf 100 ml enthSlt. 

3. Vaccine riach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie eine Ad juvans-Emulsion enthfilt, die 0,5-10 g, 
vorzugsweise 0,5-4 g, eines Polyoxyethylen-sorbitan- 
monooleats und gegebenenf alls 0,5-10 ml, vorzugsweise 
0,5-3 ml, Glycerin auf 100 ml enthfilt. 

4. Vaccine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Volumenverhaitnis von wSssriger Antigenlfisung zu 
Ad juvans-Emulsion 0,05 bis 0,3, vorzugsweise 0,1 bis 
0,2 betrfigt. 



5. Vaccine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie weiterhin ein mineralisches Ad juvans, Saponin und/ 
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oder einen all adjuvierend bekannten P£ lanzenextrakt 
enthSlt. 9 

Verfahren zur Her ste Hung einer Vaccine nach Anspruch 
l ff dadurch gekennzeichnet , da8 einer AntigenlOsung ein 
01, ein Sorbitan-oleat, eine Verbindung der Fonnel I, 
gegebenenfalls ein Polyoxyethylen-sorbitan-monooleat , 
gegebenenfalls Glycerin und gegebenenfalls ein 
raineralisches Adjuvans, Saponin und/oder ein als 
adjuvierend bekannter Pf lanzenextrakt zugesetzt wird. 

Verfahren zur Herstellung einer Vaccine nach Anspruch 
1, dadurch gekennzeichnet, dafi das 01, das Sorbitan- 
oleat, die Verbindung der Fonnel I, gegebenenfalls das 
Polyoxyethy len-sorbitan-xnonooleat , gegebenenfalls das 
Glycerin und gegebenenfalls das mineralische Adjuvans, 
Saponin und/oder ein als adjuvierend bekannter Pflan- 
zenextrakt xniteinander vermischt und mit einer wSssri- 
gen Phase emulgiert werden, bovor sie der Antigen- 
lCsung zugesetzt werden. 
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